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れる。しかし、ヒトの腸内細菌叢を主に構成しているのは Firmicutes 門、Bacteroidetes 門、
Actinobacteria門、Proteobacteria門の 4つの門に属する菌であり、この 4門だけでヒト腸内細菌














多くの腸内細菌は代謝過程で短鎖脂肪酸（short chain fatty acids: SCFA ）と呼ばれる、酢酸、

















れてプロピオン酸が産生されるプロパンジオール経路の 3 つが存在する 8。また、酪酸は 2 分
子のアセチルCoAの縮合反応とブチリルCoAへの還元反応を経て、最終的に酪酸キナーゼに
よって酪酸が産生される経路 9とアセチル CoA を利用して産生されたブチリル CoA が加水分
解されて酪酸が産生される経路の 2つが存在する 10。乳酸の産生方法はホモ乳酸発酵とヘテロ













中でも最も多く存在し、全種のうち約 60％を占める 11。Firmicutes に属する菌の種類は多様で
あり、一般的に善玉菌と呼ばれる乳酸菌（Lactobacillus）が属している一方で、腸内腐敗のもと
となるウェルシュ菌（Clostridium perfringens）も属している 12。 
近年、Bacteroidetes と Firmicutes の存在量は肥満と正常体重で異なることが知られており、
Bacteroidetesは肥満によって減少し、Firmicutesは増加する 13-15。Ley REらは遺伝性の肥満マウ
ス（ob/obマウス）と正常マウスを用意し、腸内細菌叢を比較した。すると、肥満マウスの腸内


























と、Butyricimonas が減少しており、盲腸内の酪酸量も減少していた 20。さらに、この db/db マ







































患者の腸内細菌叢においては、Bacteroidetes、Proteobacteria、Actinobacteria が増加している 37。 
一方で、この腸内細菌叢と宿主の生理機能の関係性は、腸内細菌叢が産生するSCFAが宿主
の生理機能を調節していると考えられている 5,38,39。腸内細菌叢が難消化性の食品成分を発酵・






を弱酸性(pH : 5.0~7.0)に保つことができる 5。大腸菌やウェルシュ菌などの有害な菌の増殖に最


















Bifidobacterium などが挙げられる。先行研究で、成人女性に Streptococcus thermophilus と








































































胃酸抑制薬のオメプラゾール 72、非ステロイド性抗炎症薬のインドメタシン 73 が挙げられる。 
一方、腸内細菌叢の変化が薬効に影響することも知られている 74-76。がん免疫療法に用いら
れる免疫チェックポイント阻害剤である抗 PD-1 抗体や抗 CTLA-4 抗体は、Bacteroides、
Bifidobacterium や Akkermansia などの腸内細菌を多く持つ患者において効果が得られやすくな
る 74-76。 
1.4 腸内細菌叢と概日時計 





















トにおける時差ボケについても報告がされている 84。8 時間以上のフライトをした 2 人から、
フライト 1日前、フライト 1日後、フライト 2週間後の 3回糞便を採取した。すると、フライ
ト 1 日前と比較して、フライト 1 日後では Firmicutes が増加していた 84。しかし、フライト 2























































本章はMDPI（Nutrients）により発行された“Mice Microbiota Composition Changes by Inulin 











るが 101、不溶性食物繊維はこの胆汁酸を吸着し、体外へと排出する 102。 
 イヌリンはゴボウやキクイモ、玉ねぎに多く含まれている水溶性食物繊維で、キクイモの根
にはイヌリンが生の重量あたり 15～20％、ゴボウの根には 3.5～4.0％含有している 49。イヌリ
ンはグルコースにフルクトースが β-2,1 結合で重合した構造をしている 103,104。キクイモの根や
ゴボウの根など自然界において、結合しているフルクトース数は様々で、2～60 個のフルクト
ースが結合しており、その平均の結合数は 32～34 個である 104。なお、本研究で用いたイヌリ
ンは、自然から抽出したものではなく、スクロースから人工的にイヌリンを合成したものであ



































































2.2.4 盲腸内pH 測定 
盲腸内pH測定は、サンプリング時に行った。まず、マウスを麻酔下で安楽死させた後、開腹


















た。ろ液を4℃で20分間4,000 rpmで遠心分離した後、各沈殿物を1.5 mLのTE10バッファー（10 
mM Tris-HCl（富士フイルム和光純薬株式会社）/ 10 mM EDTA（DOJINDO）、pH：8.5）に懸濁
した。懸濁液を2 mLチューブに移し、4℃で5分間10,000 rpmで遠心分離した。その後、各沈殿

















PCRは、2.5μLのDNAサンプル（5 ng /μL）、5μLの各プライマー（1μmol/ L）、および12.5μLの
2x KAPA HiFi HotStart Ready Mix（Kapa Biosystems Inc.、アメリカ）によって行った。また、PCR
のサイクル条件は下記の通りである。 
1. 95℃ 3分 
2. 95℃ 30秒 
3. 55℃ 30秒 
4. 72℃ 30秒 
5. 2～4の手順を24サイクル 
6. 72℃ 5分 
 
 
PCR産物は、AMPure XPビーズ（Beckman Coulter, Inc.、アメリカ）を使用して精製した。そ
の後、Nextera XT Index Kit v2（Illumina Inc.,、アメリカ）を使用してインデックスPCRを行い、
サンプルをラベルした。インデックスPCRは、5.0μLのPCR産物、5.0μLの各Nextera XTインデッ





1. 95℃ 3分 
2. 95℃ 30秒 
3. 55℃ 30秒 
4. 72℃ 30秒 
5. 2～4の手順を7サイクル 
6. 72℃ 5分 
 
インデックスPCR産物は、AMPure XPビーズによって精製した。精製後のクオリティチェッ
クには、Agilent 2100 Bioanalyzer with DNA1000 Kit（Agilent Technologies Inc.、アメリカ）を使用
した。最後に、インデックスPCR産物をRNAライブラリーとして最終濃度が4 nmol / Lになるよ
うに希釈した。 






















































GraphPad Software Inc.アメリカ）を使用した。 











後分析としてDunnの多重比較検定を行い、Benjamini, Krieger, and Yekutieli の two-stage linear 
step-up法によるFDR制御を行った。なお有意水準α<0.05を有意とみなした。腸内細菌叢の構成

























尻はサンプリング時間を表す。(b) サンプリング前体重。(c) 1匹あたりの1日平均の摂食量。(d) 10日間飼育
後の盲腸内pH。(e-i) 盲腸内のSCFA産生量。(e) 酢酸。(f) プロピオン酸。(g) 乳酸。 (h) 酪酸。(i) 総SCFA
量。(j) Simpson indexで示した腸内細菌叢のα多様性。(k) Weighted UniFrac距離で示した腸内細菌叢のβ多様
性。データは平均値±標準誤差で表す（(c)は群飼いのため標準誤差がついていない）。データのn数（(c)を除










に ZT20（朝食摂食から 4 時間後）または ZT4（夕食摂食から 4 時間後）でサンプリングを行
った（Fig.2.2）。 
 













Fig.2.3 実験 1：体重と摂食量 
(a) サンプリング前の体重。(Cellulose群 (n=10); Inulin群 (n=10))。(b) 1匹あたりの1日平均の摂食
量。データは平均値±標準誤差で表す（(b)は群飼いのため標準誤差がついていない）。 
 
盲腸内 pH は、ZT20 と ZT4 の両方で、Cellulose 群よりも Inulin 群において有意に低かった
（Fig.2.4a）。プロピオン酸はZT4においてCellulose群よりもInulin群で有意に増加し（Fig.2.4c）、
乳酸はZT20においてCellulose群よりも Inulin群で有意に増加し、ZT4においてはCellulose群
よりも Inulin 群で増加傾向が見られた（Fig.2.4d）。また、Cellulose 群においては ZT20 と ZT4
の間で乳酸量が有意に異なっていた（Fig.2.4d）。酢酸、酪酸、総 SCFA 量には有意差は見られ








Fig.2.4 実験 1：盲腸内 pH とSCFA 
(a) 10日間飼育後の盲腸内pH。(b-f) 盲腸内のSCFA産生量。(b) 酢酸。(c) プロピオン酸。(d) 乳
酸。 (e) 酪酸。(f) 総SCFA量。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (Cellulose群 
ZT20 (n=5), ZT4 (n=5); Inulin群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5))。$$ p<0.01, $ p<0.05, Two-way ANOVA with 
Sidak’s post-hoc testを使用。# p<0.05, Mann-Whitney test with a two-stage linear step-up procedure of the 











Fig.2.5 実験 1：腸内細菌叢のα多様性 
Simpson indexで示した腸内細菌叢のα多様性。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 
(Cellulose群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=4); Inulin群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5))。* p<0.05, Two-way ANOVA with 
Tukey’s post-hoc testを使用。 
 
次に各群の腸内細菌叢の構成を比較するために、Weighted UniFrac 距離による PCoA 分析を
行い、腸内細菌叢の構成の β多様性を測定した（Fig.2.6a）。本研究では、イヌリンが腸内細菌
叢の構成に与える影響に着目するため、セルロースとイヌリンの比較を主に行った（Fig.2.6b, 










Fig.2.6 実験 1：腸内細菌叢のβ多様性 
(a) 全サンプルのβ多様性。(b) 朝食摂食4時間後（ZT20）におけるセルロースとイヌリンの構成
比較。(c) 夕食摂食4時間後（ZT4）におけるセルロースとイヌリンの構成比較。データのn数 












Fig.2.7 実験 1：腸内細菌叢の相対存在量（全体像） 
(a) 門レベル。(b) 属レベル。データは平均値で表す。データのn数 (Cellulose群 ZT20 (n=5), ZT4 
(n=4); Inulin群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5))。 
 
門レベルでは、Firmicutes の相対存在量が ZT20 において Cellulose 群よりも Inulin 群の方が
有意に減少した（Fig.2.8c）。しかし、BacteroidetesとProteobacteriaの相対存在量はCellulose群







Fig.2.8 実験 1：腸内細菌の相対存在量（詳細） 
(a-c) 門レベルにおける相対存在量（(a) : Bacteroidetes, (b) : Proteobacteria, (c) : Firmicutes）。(d-n) 属レベ
ルにおける相対存在量（(d) : Bifidobacterium, (e) : Butyricimonas, (f) : Odoribacter, (g) : Lactococcus, (h) : 
Oscillospira, (i): Desulfovibrio, (j) : Staphylococcus, (k) : Streptococcus, (l) : Dorea, (m) : Ruminococcus, (n) : 
Allobaculum）。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (Cellulose群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=4); 
Inulin群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5))。** p<0.01, * p<0.05, Two-way ANOVA with Tukey’s post-hoc testを使







































Fig.2.10 実験 2：体重と摂食量 





盲腸内 pHは、ZT20においてMorning inulin群が他の 2群よりも有意に低く、ZT4において
Evening inulin群が他の 2群よりも有意に低かった（Fig.2.11a）。酢酸、プロピオン酸、乳酸、酪






以上より、Morning inulin 群およびEvening inulin 群のいずれにおいても、イヌリン摂食 4 時
間後に盲腸内 pH の低下、SCFA の増加が見られたことから、朝食でも夕食でもイヌリン摂食










Fig.2.11 実験 2：盲腸内 pH とSCFA 
(a) 10日間飼育後の盲腸pH。(b-f) 盲腸内のSCFA産生量。(b) 酢酸。(c) プロピオン酸。(d) 乳酸。
(e) 酪酸。(f) 総SCFA量。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (Cellulose群 ZT20 
(n=5), ZT4 (n=5); Morning inulin群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5); Evening inulin群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5))。** 
p<0.01, * p<0.05, Two-way ANOVA with Tukey’s post-hoc testを使用。# p<0.05, Kruskal-Wallis test with 
Dunn post hoc test with a two-stage linear step-up procedure of the Benjamini, Krieger, and Yekutieli testを使
用。 
 






Fig.2.12 実験 2：腸内細菌叢のα多様性 
Simpson indexで示した腸内細菌叢のα多様性。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 
(Cellulose群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5); Morning inulin群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5); Evening inulin群 ZT20 
(n=5), ZT4 (n=5))。# p<0.05, Kruskal-Wallis test with Dunn post hoc test with a two-stage linear step-up 
procedure of the Benjamini, Krieger, and Yekutieli testを使用。 
 
次に各群の腸内細菌叢の構成を比較するために、Weighted UniFrac 距離による PCoA 分析を
行い、腸内細菌叢の構成のβ多様性を測定した（Fig.2.13a）。腸内細菌叢の構成は、朝食摂食 4
時間後のZT20においてCellulose群とMorning inulin群の間で有意に異なり（Fig.2.13b）、また、











Fig.2.13 実験 2：腸内細菌叢のβ多様性 
(a) 全サンプルのβ多様性。(b-d) 朝食摂食4時間後（ZT20）における各群間の構成比較。(e-g) 夕
食摂食4時間後（ZT4）における各群間の構成比較。データのn 数 (Cellulose群 ZT20 (n=5), ZT4 












Fig.2.14 実験 2：腸内細菌叢の相対存在量（全体像） 
(a) 門レベル。(b) 属レベル。データは平均値で表す。データのn数 (Cellulose群 ZT20 (n=5), ZT4 













以上の相対存在量の結果をみると、Cellulose 群と比較して Morning inulin 群では多くの腸内








Fig.2.15 実験 2：腸内細菌の相対存在量（詳細） 
(a-c) 門レベルにおける相対存在量（(a) : Bacteroidetes, (b) : Proteobacteria, (c) : Firmicutes）。(d-n) 属レ
ベルにおける相対存在量（(d) : Bifidobacterium, (e) : Butyricimonas, (f) : Odoribacter, (g) : Lactococcus, 
(h) : Oscillospira, (i): Desulfovibrio, (j) : Staphylococcus,, (k) : Streptococcus, (l) : Dorea, (m) : Ruminococcus, 
(n) : Allobaculum）。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (Cellulose群 ZT20 (n=5), ZT4 
(n=5); Morning inulin群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5); Evening inulin群 ZT20 (n=5), ZT4 (n=5))。** p<0.01, 
Two-way ANOVA with Tukey’s post-hoc testを使用。# p<0.05, Kruskal-Wallis test with Dunn post hoc test 














この実験では、1日 2回、ZT12（朝食）とZT20（夕食）にそれぞれ 1.8 gの餌を与えること
による朝・夕の給餌量制限の実験を行った。マウスを以下の 3群に分けた（Fig.2.16）。Cellulose
群：朝食と夕食にセルロースを 5％添加した高脂肪食を 1.8g与えた。Morning inulin群：朝食に
イヌリンを5％添加した高脂肪食を1.8 g与え、夕食にセルロースを5％添加した高脂肪食を1.8 
g与えた。Evening inulin群：夕食にイヌリンを 5％添加した高脂肪食を 1.8 g与え、朝食にセル
















Fig.2.17 実験 3：体重 
サンプリング前の体重。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (Cellulose群 (n=8); 
Morning inulin群 (n=5); Evening inulin群(n=5))。 
 
盲腸内 pHは、朝食後（ZT20）と夕食後（ZT4）のCellulose群よりもMorning inulin群および
Evening inulin群で有意に低く、さらに、Evening inulin群よりもMorning inulin群で有意に低か
った（Fig.2.18a）。プロピオン酸、乳酸、酪酸、および総SCFA量は、ZT20のCellulose群より
もMorning inulin 群で有意に増加した（Fig.2.18c-f）。一方、プロピオン酸のみ ZT4 のCellulose
群よりもEvening inulin群で有意に増加した（Fig.2.18c）。 




盲腸内 pH が低下するが、特に Morning inulin 群が Evening inulin 群よりも低下すること




Fig.2.18 実験 3：盲腸内 pH とSCFA 
(a) 14日間飼育後の盲腸pH。(b-f) 盲腸内のSCFA産生量。(b) 酢酸。(c) プロピオン酸。(d) 乳酸。 
(e) 酪酸。(f) 総SCFA量。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (Cellulose群 ZT20 
(n=4), ZT4 (n=4); Morning inulin群 (n=5); Evening inulin群 (n=5))。$$ p<0.01, $ p<0.05, Two-way 
ANOVA with Sidak’s post-hoc testを使用。# p<0.05, Mann-Whitney test with a two-stage linear step-up 





次に、マウスの糞便から 16S rRNAを抽出し、腸内細菌叢の多様性を分析した。Simpson Index
は、いずれの群間にも有意差はなかった（Fig.2.19）。 
 
Fig.2.19 実験 3：腸内細菌叢のα多様性 
Simpson indexで示した腸内細菌叢のα多様性。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 













Fig.2.20 実験 3：腸内細菌叢のβ多様性 
(a) 全サンプルのβ多様性。(b) 朝食摂食開始8時間後（ZT20）におけるセルロースとイヌリンの
構成比較。(c) 夕食摂食開始8時間後（ZT4）におけるセルロースとイヌリンの構成比較。データ












Fig.2.21 実験 3：腸内細菌叢の相対存在量（全体像） 
(a) 門レベル。(b) 属レベル。データは平均値で表す。データのn数 (Cellulose群 ZT20 (n=4), ZT4 









Staphylococcus の相対存在量は Morning inulin 群で有意に減少した（Fig.2.22g, h, i, j）。一方、
Odoribacter、Oscillospiraの相対存在量はEvening inulin群で有意に減少した（Fig.2.22f, h）。 
 以上の相対存在量の結果をみると、相対存在量が変化した細菌数は、Evening inulin群よりも







Fig.2.22 実験 3：腸内細菌の相対存在量（詳細） 
(a-c) 門レベルにおける相対存在量（(a) : Bacteroidetes, (b) : Proteobacteria, (c) : Firmicutes）。(d-n) 属レ
ベルにおける相対存在量（(d) : Bifidobacterium, (e) : Butyricimonas, (f) : Odoribacter, (g) : Lactococcus, 
(h) : Oscillospira, (i): Desulfovibrio, (j) : Staphylococcus,, (k) : Streptococcus, (l) : Dorea, (m) : Ruminococcus, 
(n) : Allobaculum）。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (Cellulose群 ZT20 (n=4), ZT4 
(n=4); Morning inulin群 (n=5); Evening inulin群 (n=5))。$ p<0.05, Two-way ANOVA with Sidak’s post-
hoc testを使用。# p<0.05, Mann-Whitney test with a two-stage linear step-up procedure of the Benjamini, 
















え、1 日 1 回の食事にして絶食時間が等しい条件で実験を行った。マウスは以下の 4 群に分け
た（Fig.2.23）。Morning cellulose 群：朝食にセルロースを 2.5％添加した高脂肪食を 3.6 g 与え
る。Morning inulin群：朝食にイヌリンを 2.5％添加した高脂肪食を 3.6 g 与える。Evening cellulose
群：夕食にセルロースを 2.5％添加した高脂肪食を 3.6 g 与える。Evening inulin群：夕食にセル













Morning inulin群がEvening inulin群と比較して有意に減少した。（Fig.2.24）。 
 
Fig.2.24 実験 4：体重 
サンプリング前の体重。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (Morning Cellulose群 
(n=6); Morning inulin群 (n=6); Evening cellulose群 (n=6); Evening inulin群(n=6))。# p<0.05, Mann-
Whitney test with a two-stage linear step-up procedure of the Benjamini, Krieger, and Yekutieli testを使用。 
 
盲腸内 pH は、Morning cellulose 群および Evening cellulose 群よりもMorning inulin 群および
Evening inulin群の方で有意に低かった（Fig.2.25a）。プロピオン酸は、Morning cellulose群より




った（Fig.2.25c）。乳酸は、Morning cellulose群よりもMorning inulin群で有意に増加し、Evening 
cellulose群よりもEvening inulin群で有意に増加した（Fig.2.25d）。酪酸は、Morning cellulose群
よりもMorning inulin群で増加傾向であり、Evening cellulose群よりもEvening inulin群で有意に
増加した（Fig.2.25e）。総SCFA量には有意な変化が見られなかった（Fig.2.25f）。 
以上の結果より、実験 3 で見られていた盲腸内 pH における、Morning inulin 群と Evening 
inulin群との間の有意差（Fig.2.18a）が、実験 4では見られなくなった（Fig.2.25a）。実験 3で見
られていた乳酸と酪酸における、Morning inulin群のみの有意な増加（Fig.2.18d, e）が、実験 4








Fig.2.25 実験 4：盲腸内 pH とSCFA 
(a) 14日間飼育後の盲腸pH。(b-f) 盲腸内のSCFA産生量。(b) 酢酸。(c) プロピオン酸。(d) 乳酸。 
(e) 酪酸。(f) 総SCFA量。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数  (Morning Cellulose群 
(n=6); Morning inulin群 (n=6); Evening cellulose群 (n=6); Evening inulin群(n=6))。$ p<0.05, Two-way 
ANOVA with Sidak’s post-hoc testを使用。# p<0.05, Mann-Whitney test with a two-stage linear step-up 
procedure of the Benjamini, Krieger, and Yekutieli testを使用。 
 
次に、マウスの糞便から 16S rRNAを抽出し、腸内細菌叢の多様性を分析した。Simpson Index






Fig.2.26 実験 4：腸内細菌叢のα多様性 
Simpson indexで示した腸内細菌叢のα多様性。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 
(Morning Cellulose群 (n=6); Morning inulin群 (n=6); Evening cellulose群 (n=6); Evening inulin群






実験 3 では朝食摂食開始 8 時間後のZT20 においてのみ、セルロース摂食とイヌリン摂食で
腸内細菌叢の構成に有意差が見られていたが（Fig2.20b）、実験 4では朝食摂食開始 8時間後の









Fig.2.27 実験 4：腸内細菌叢のβ多様性 
(a) 全サンプルのβ多様性。(b) 朝食摂食開始8時間後（ZT20）におけるセルロースとイヌリンの
構成比較。(c) 夕食摂食開始8時間後（ZT4）におけるセルロースとイヌリンの構成比較。データ











Fig.2.28 実験 4：腸内細菌叢の相対存在量（全体像） 
(a) 門レベル。(b) 属レベル。データは平均値で表す。データのn数 (Morning Cellulose群 (n=6); 
Morning inulin群 (n=6); Evening cellulose群 (n=6); Evening inulin群(n=6))。 
 
 
門レベルでは、Bacteroidetes、Proteobacteria、Firmicutes の相対存在量は Morning inulin 群と
Evening inulin 群で有意な変化は見られなかった（Fig.2.29a-c）。属レベルでは、Bifidobacterium




Streptococcus、Ruminococcus の相対存在量は Morning inulin 群で有意に減少した（Fig.2.29h, k, 
m）。一方、DoreaとAllobaculumの相対存在量はEvening inulin群で有意に増加し（Fig.2.29l, n）、
Lactococcusと Staphylococcusの相対存在量はEvening inulin群で有意に減少した（Fig.2.29g, j）。 
 
Fig.2.29 実験 4：腸内細菌の相対存在量（詳細） 
(a-c) 門レベルにおける相対存在量（(a) : Bacteroidetes, (b) : Proteobacteria, (c) : Firmicutes）。(d-n) 属レ
ベルにおける相対存在量（(d) : Bifidobacterium, (e) : Butyricimonas, (f) : Odoribacter, (g) : Lactococcus, 




(n) : Allobaculum）。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (Morning Cellulose群 (n=6); 
Morning inulin群 (n=6); Evening cellulose群 (n=6); Evening inulin群(n=6))。$$ p<0.01, Two-way 
ANOVA with Sidak’s post-hoc testを使用。## p<0.01, Mann-Whitney test with a two-stage linear step-up 
procedure of the Benjamini, Krieger, and Yekutieli testを使用。 
 


























































た（Fig.2.7b, Fig.2.14b, Fig.2.21b, Fig.2.28b）。本実験結果ではAkkermanciaは有意に増加しておら
















































































































































 Casein diet Soy diet 
Casein 22.86 - 
Soy protein - 23.78 
L-cysteine 0.18 0.18 
βcorn starch 13.71 12.79 
αcorn starch 15.5 15.5 
Sucrose 10 10 
Soybean oil 4 4 
Lard 24 24 
Cellulose 5 5 
Mineral mixture 3.5 3.5 
Vitamin mixture 1 1 
Choline bitartrate 0.25 0.25 


















肝臓における脂質代謝関連遺伝子の相対的な mRNA 量を、リアルタイム RT-PCR によって
測定した。RNA-Solv Reagent（Omega Bio-Tek Inc.、アメリカ）を使用して、肝臓のRNAを抽
出した。各サンプルのRNA 濃度は、分光光度計（NanoVue plus：GEヘルスケアジャパン）を
使用して測定した。RNAの逆転写および増幅は、One-Step SYBR RT-PCRキット（タカラバイ









Gene Forward Reverse 
Gapdh TGGTGAAGGTCGGTGTGAAC AATGAAGGGGTCGTTGATGG 
Acc1 GCACTCCCGATTCATAATG CCCAAATCAGAAAGTGTATC 
Fasn TGGGTTCTAGCCAGCAGAGT ACCACCAGAGACCGTTATGC 
Srebp1c CGCTACCGGTCTTCTATCAATG CAAGAAGCGGATGTAG 
Hmgcr GATCATCCAGTTGGTCAATGC GCAAGCTTTGTGGAGAGGAG 
Cyp7α1 AGACCGCACATAAAGCCCGG CTTTCATTGCTTCAGGGCTC 
 
Table.3.3 リアルタイムRT-PCRで測定した遺伝子の機能 
Gene 正式名称 機能 Reference 
Acc1 Acetyl-CoA carboxylase1 脂肪酸合成の律速酵素 147 
Fasn Fatty acid synthase 脂肪酸合成酵素 148 




coenzyme A reductase 
コレステロール合成の律速酵素 150 
Cyp7α1 cytochrome P450 7A1 コレステロールから胆汁酸を合成する酵素 151 
 

























ン6.03、GraphPad Software Inc., アメリカ）を使用した。また、本実験では摂食したタンパク質
の違いに焦点をおいているため、時間要因の比較よりも餌要因の比較を中心に行った。




































重に群間で有意な差はなかった（摂食量（Casein群：3.88±0.15 g /日、Soy群：3.92±0.11 g /日）




伝子の mRNA 発現量を測定した。脂肪酸合成関連遺伝子である Acc1（ZT12, ZT20, AVE）
（Fig.3.2c）、Fasn（ZT12, ZT20, AVE）（Fig.3.2d）、および Srebp1c（ZT12, ZT4, AVE）（Fig.3.2e）












各ポイントn=10)。* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. Casein, Student’s t-testを使用。 $ p<0.05, 
















Fig.3.3 実験 1：盲腸 pHとSCFA 
10日間摂食後のZT12, ZT20, ZT4および3ポイントの平均値における(a)盲腸pH, (b)酢酸, (c)プロピ
オン酸, (d)乳酸, (e)酪酸。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (各群各ポイントn=10)。
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. Casein, Student’s t-testを使用。 $ p<0.05, $$ p<0.01, $$$ p<0.001, vs. 
Casein, Mann-Whitney testを使用。 
 








Fig.3.4 実験 1：腸内細菌叢のα多様性 
Simpson indexで示した腸内細菌叢のα多様性。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 



















Fig.3.6 実験 1：腸内細菌の相対存在量（全体像） 







は Soy 群の方がCasein 群よりも有意に増加し、Firmicutes（ZT12, ZT20, AVE）（Fig.3.7c）は有
意に減少した（Fig.3.7）。属レベルについては、Bifidobacterium（ZT12, ZT4, AVE）（Fig.3.7d）、






Fig.3.7 実験 1：腸内細菌の相対存在量（詳細） 
(a-c) 門レベルにおける相対存在量（(a) : Bacteroidetes, (b) : Proteobacteria, (c) : Firmicutes）。(d-h) 属レベルにおけ
る相対存在量（(d) : Bifidobacterium, (e) : Enterococcus, (f) : Lactococcus, (g) : [Ruminococcus], (h) : Desulfovibrio）。デ
ータは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (各群各ポイントn=10)。   * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs. 











Fig.3.8 実験 1：腸内細菌叢機能の解析 
10日間摂食後のZT12, ZT20, ZT4および3ポイントの平均値における「窒素代謝」に関連する機
能。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (各群各ポイントn=10)。*** p<0.001 vs. 
Casein, Student’s t-testを使用。$$$ p<0.001, vs. Casein, Mann-Whitney testを使用。 
 


























群：42.50±0.77 g）。各ポイント（ZT12, ZT20, ZT4）と 3ポイントの平均値（AVE）を示す。血






連遺伝子であるAcc1 の発現量は、ZT12 およびAVE においてE-Soy 群の方がCasein 群よりも
有意に低かった（Fig.3.10c）。 同じく脂肪酸合成関連遺伝子の Fasn 発現量は、ZT12 において
E-Soy群の方がM-Soy群よりも有意に低く、Casein群よりも低い傾向があった（Fig.3.10d）。コ
レステロールを分解代謝するCyp7α1 発現量は、ZT20 においてM-Soy 群の方がCasein 群より














各ポイントn=5)。# p<0.05, ## p<0.01, one-way ANOVA with Tukey’s post-hoc testを使用。 % 







E-Soy 群が他群よりも有意に低かった（Fig.3.11a）。AVE においては M-Soy 群および E-Soy 群
がCasein 群よりも有意に低かった（Fig.3.11a）。乳酸はZT20 においてM-Soy 群がCasein 群よ




有意に増加した（Fig.3.11e）。AVE においては M-Soy 群が Casein 群よりも有意に増加した
（Fig.3.11e）。 
以上の結果から、大豆タンパク質は朝食と夕食のどちらで摂食しても、摂食開始 8時間後の
時刻において、盲腸内 pHが低下し、乳酸と酪酸が増加した（Fig.3.11a, d, e）。さらに、朝食に







Fig.3.11 実験 2：盲腸 pHとSCFA 
14日間摂食後のZT12, ZT20, ZT4および3ポイントの平均値における(a)盲腸pH (b)酢酸, (c)プロピ
オン酸, (d)乳酸, (e)酪酸。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (各群各ポイントn=5)。# 
p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001, one-way ANOVA with Tukey’s post-hoc testを使用。 % p<0.05, %% 








盲腸内 pH が低下し、SCFA 生産量の増加が確認されたため、腸内細菌叢の構成が変化した
可能性が考えられた。そこで、次に糞便から 16S rRNA を抽出し腸内細菌叢を分析した。その
結果、Simpson Indexは、AVEにおいてM-Soy群が他群よりも高い傾向があった（Fig.3.12）。 
 







方、ZT4 においては Casein 群と E-Soy 群では有意な差はなかった（Fig.3.13b）。すべてのポイ
ント（ZT12, ZT20, ZT4）を合わせた時のβ多様性は、Casein群とM-Soy群で有意に異なり（統
計値= 2.478、p = 0.002）（Fig.3.13c）、Casein 群と E-Soy 群でも有意に異なっていた（統計値= 








Fig.3.13 実験 2：腸内細菌叢のβ多様性 
(a) 朝食摂食開始8時間後（ZT20）におけるカゼイン摂食と大豆摂食の構成比較。(b) 夕食摂食開
始8時間後（ZT4）におけるカゼイン摂食と大豆摂食の構成比較。(c) 全ポイント（ZT12, ZT20, 
ZT4）におけるCasein群とM-Soy群の構成比較。(d) 全ポイント（ZT12, ZT20, ZT4）における











Fig.3.14 実験 2：腸内細菌の相対存在量（全体像） 
(a) 門レベル。(b) 属レベル。データは平均値で表す。データのn数 (各群各ポイントn=5)。 
 
門レベルについては、Bacteroidetes（AVE）はM-Soy群の方がCasein群よりも有意に増加し
た（Fig.3.15a）。Firmicutes（ZT20, AVE）は E-Soy 群の方が Casein 群よりも有意に減少した
（Fig.3.15c）。属レベルについては、Lactococcus は ZT20 において M-Soy 群が他群よりも有意







Fig.3.15 実験 2：腸内細菌の相対存在量（詳細） 
(a-c) 門レベルにおける相対存在量（(a) : Bacteroidetes, (b) : Proteobacteria, (c) : Firmicutes）。(d-h) 属レ
ベルにおける相対存在量（(d) : Bifidobacterium, (e) : Enterococcus, (f) : Lactococcus, (g) : [Ruminococcus], 
(h) : Desulfovibrio）。データは平均値±標準誤差で表す。データのn数 (各群各ポイントn=5)。 # 
p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001, one-way ANOVA with Tukey’s post-hoc testを使用。 % p<0.05, %% 






















伝子の発現量が低下した（Fig.3.2a, c, d, e）。さらに、盲腸内pHが低下し（Fig.3.3a）、SCFA産生


















































































































を与え、短鎖脂肪酸を産生し、盲腸内 pHを低下させた（Fig.2.4, Fig.2.6, Fig.3.3, Fig.3.5）。そし
て、摂食タイミングに関する検証を行ったところ、どちらの栄養素でも夕食よりも朝食に摂食
することで腸内細菌叢に強く影響する可能性が示唆された（Fig.2.18, Fig.2.20, Fig.3.11, Fig.3.13）。
そして、2 章で検証を行ったが、この朝食と夕食の差は絶食時間の長さが関係していることを
示した（Fig.2.25, Fig.2.27）。本研究のまとめとして、摂食スケジュールが同じである 2 章の実


































なっていることが関係しているかもしれない。また、β 多様性の結果について、実験 2 では
Weighted UniFrac距離による解析で有意な構成変化が確認され、実験 3ではUnweighted UniFrac
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